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教授柴原茂樹
論文内容要旨
               【目 的】
 染色体異常や原因不明の知能障害, 脳疾患において脳代謝, 神経伝達物質やそのレセプターに
 関する研究が活発化している。 これら神経化学物質の遺伝子座位とその領域を知ることが病態を
 考える上で重要な情報を提供すること も期待でき る。 サ ブスタ ンス P, サ ブス タ ンス K, および
 ニューロメ ジンKは知覚神経機能や末梢血管の平滑筋の収縮と弛緩に関わり, 哺乳類タキキニン
 系に属する。 これ らへの レセ プターのうち, サ ブスタ ンスK レセ プター (以下SKR) のヒト染色
 体における遺伝子座位の推定を in situ hybridizationにより行い, また, ヒトリ ンバ球 DNAのS
 KR領域の NotI断片をパルス フィ ール ドゲル電気泳動法にて解析し た。
                【材料および方法】
 1) SKRゲノム断片:京都大学中西研究室で供与された SKRの牛胃cDNA (pSKR 56) の
 Hinc∬ 断片 (827bp) を用い, ヒトゲノムDNA (16B6) 断片, 1,300bpを精製した。 この16
 B6クローンDNAを遺伝子マッピングと 巨大 DNA解析に用いた。
 2) 染色体標本:BrdUで同調培養した正常成人男性リンパ球を低調処理後, カルノア固定,
 火炎展開と急速冷却法でスライ ドグラス上に展開 した。
 3) 巨大 DNA試料:正常成人男性リ ンパ球を分離 し, アガロース ゲルブロ ックに封入 し, ブロ
 ックの外からプロティナーゼ処理を行ない, ブロック内に細胞をとじこめたままで巨大DNA を
 調製 した。
 44) 高精度並並生hybrizationの方法: Zabel et a1 およびNakai et a1 の方法に従った。 こ
 の方法を用いることにより, 高精度のG分染が可能で, より細かなマッ ビングが可能となる。
 5) 巨大 DN A解析方法:酵母標準マーカーと NotI によ る制 限 酵素処理を行った 巨大 DNA
 試料を1%アガロースゲルプレー トの sample we11 に包埋, 封入し, Co批our clamped homo-
 geneous electric field gel electrophoresis (以下CHEF) で電気泳動した。 酵母標準マーカーで
 260kb から ユ,500 kb までのDNAが一様に解析でき る条件を検討 し, pulse time 80 秒, voltage
 165V(6V/㎝), run time 20 時間で泳動を行った。 泳動後, アガロースゲルプレー トをエチジ
 ウムブロマイ ド染色 し, トラ ンスイルミネ一夕ー (254 nm) で DNA の移動を確認しポラロイ ド
 写真を撮った (この間11秒)。 その後アガロースプレートを 0.1 NHCl で15分処理 し, 巨大 DNA
 を脱プリン化してより小さな断片と したのち, アルカリトラ ンスファーを行ない, 16B 6クロー
 ンDNAとのハイ ブリ ダイ ゼー ショ ンを行った。
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                【結 果】
 1) in situ hybriδization
 観察 した細胞数は 490 個。 染色体上または染色分体に接する総計 848のミクロ・オートラ ジオ
 グラフィーによる銀粒子の分布をみた。 うち 33個 (総粒子数の 3.9 彩) が1番染色体p34部位に,
 143個 (16.9彫) が1番染色体上にみられた。 即ち, 1番染色体上の銀粒子の 23、1彩が 1p34 に
 集中, SKR遺伝子の座位がこの部位にあると推定された。
 2) 巨大 DNAとしての解析
 CHEF による泳動後, 16B6遺伝子断片とハィ ブリ ダイ ズするヒト染色体ゲノム Notl 断片は
 1.5 mb を越えるサイ ズであった。
                【考 察】
 近年, 染色体の遺伝子レベルでの研究や, 分子遺伝学的研究は急速に進展しつつあるが, 真核
 生物の染色体が大体 102～ 105kb の範囲であ り, これまでの分子遺伝学で扱う DNAの大きさが
 20kb 程度までである事を考えると両者の問には大きな開きがあった。 パルスフィール ドゲル電
 気泳動法は 103kb 程度の巨大DNAを解析でき, 両者の研究の間を埋めるものとして期待でき る。
 本報告は, SKR遺伝子のヒ 1・ 染色体における遺伝子座位を 1p 34 に推定しえた最初のものであ
 る。 SKRと同様に, 他のタキキニン レセ プターの遺伝子座位も, 各々の遺伝子精製とともに決定
 されよう。 また, 1p34 部位に遺伝子座位を有するα一L一フコシダーゼ, アデニルキナーゼ2,
 ウロボルフィ リィーゲン脱炭酸酵素な ど, 近接遺伝子相互の位置も巨大 DNA の解 析 を通 して決
 定さ れていく 可能性もある。 酵母人工染色体を用いた 巨大 DNA クローニングの 展開を含め今後の
 遺伝子研究の一方向を示すものと思われた。
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 審査結果の要旨
 本研究にてヒト・サブスタ ンス KL レセプター (SKR) の遺伝子座位が1p34部位にあり, そこ
 のNotI断片は2メ ガベース以上のサイ ズであることが初めて明 らかにされた。
 近年遺伝子工学的手法を用 い, ヒト染色体の構造, 遺伝子情報の解析が盛んに行われている。
 一方, 神経化学領域においても遺伝子工学の応用 が行われ, 神経化学物質やそのレセプターの構
 造や機能が明 らかにされつつある。 本研究の行われたサブスタ ンスKと は, サブスタ ンスP, ニュ
 ーロメ ジ ンKとならび哺乳類タキキニ ンの一つと して知覚神経機能や末梢 血管 の平滑筋の収縮や
 弛緩に関わる。 サ ブスタ ンスKV レセプター (SKR) とはこの神経伝達物質の レセプターである。
 実験材料と してsKRの牛胃cDNA (psKR56) のHinc-H断片 (827bp) を もとに, ヒトλゲ
 ノムライ ブラ リーから1. 3kbのヒトSKR遺伝子断片 (16B6) を精製 した。 このDNA塩基配列と
 遺伝子領域の解析により, 16B6が単一コ ピーであること。 Zenopus Cocyteへの遺伝子導入と発
 言で電気生理学的 に確認された牛SKRのcDNA (pSKR56) と高 い一致性 があり,16B6断片がま
 さ しく ヒ トSKRの遺伝子の1断片であることが知 られて いる。
 本論文提出者はこの16B6断片を用い, SKR遺伝子がin situ hybridization法によってヒト1番
 染色体短腕p34領域に有意の銀粒子集中することを示 し, 世界に先駆けてこの遺伝子座位の推定
 に成功 した。 更に, ヒトリ ンパ球をゲルブロ ックに固定 し, DNAに人為的な傷害を防 ぎ, Not-
 1制限酵素 でDNAを切断, ゲルブロ ック内の 巨大DNA断片のま まパルスフィール ド電気泳動と
 サザンブロ ッティ ングの条件を決めた。 これらの結果SKR遺伝子がヒ ト染色体1p34領域でNot-
 1断片と しておよそ 2メ ガベース以上の大きさの中にあることを示 した。
 染色体1p34領域にはこ れま でα一L一フコシダー ゼ, アデニルキ ナーゼ2, ウロポルフィ リノー
 ゲン脱 炭酸酵素などの遺伝子座位が推定されている。 これらの遺伝子との位置関係は今後明ら
 かにされよ う。 かかる実験条件の設定と新知見は今後の染色体構成の研究にもつながり, 医学博
 士の学位授与に価するものと判断できる。
 一一 384 一
